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研究成果の概要（和文）：植物が乾燥や高温といった環境ストレスに応答して耐性を高める機構

を明らかにするため、シロイヌナズナにおいて、これらの環境ストレスに応答し、ストレス耐

性遺伝子の発現を活性化する重要な転写因子 DREB2A に着目し、その翻訳後調節機構の解析を行

った。多数の植物の相同遺伝子との配列比較や、部位特異的変異による活性変化の解析から、

セリン・トレオニンのクラスターを中心とした領域が DREB2A タンパク質の活性化にとって重要

であることが明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）：Plants increase tolerance to environmental stresses such as drought 
or heat in response to these stress stimuli. We analyzed the mechanism for the 
post-translational regulation of the transcription factor DREB2A in the stress response 
of Arabidopsis. We compared amino acid sequences among DREB2A orthologs in many plant 
species and analyzed the effects of site-directed mutagenesis on transcriptional activity 
of DREB2A. From these analyses, a core region that has a serine/threonine cluster was 
shown to be important for post-translational activation of the DREB2A protein. 
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１．研究開始当初の背景 
世界の耕地の多くでは、農業生産が環境ス

トレスに左右されている。特に熱帯や亜熱帯
の途上国においては、乾燥や高温のストレス
が食料生産を制限し、飢餓や貧困を引き起こ
す要因となっている。また、地球人口が増え

続けるなか食料を安定に供給するには、灌漑
設備の不十分な地域における干ばつの影響
を最小限にとどめることが重要である。した
がって、乾燥や高温ストレスに耐性をもつ作
物の開発が急務であるが、その手段としては
分子育種的な手法等を用い、植物が元来持っ
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ている耐性獲得システムを強化することが
作物の乾燥・高温耐性を上昇させるために有
効であると考えられる。そのためには、植物
の乾燥・高温ストレス耐性獲得システムを分
子生理学のレベルで理解することが必要で
ある。 
 植物に特有な転写因子の DREB ファミリー
は、AP2/ERF 型転写因子の一種で、ストレス
に応答した耐性遺伝子群の発現をつかさど
っている。実際に、組換え技術を用いた DREB
遺伝子の機能発現により植物のストレス耐
性が高まることが、イネやシロイヌナズナを
はじめとした植物で示されている [1,2]。シ
ロイヌナズナの DREB ファミリー転写因子の
うち、乾燥・高温ストレス応答における耐性
遺伝子の発現には DREB2A が関与しているが
[1]、DREB2A の機能発現のためには、タンパ
ク質発現に続けて活性化が必要である 
[3,4]。最近、DREB2A はユビキチン‐プロテ
アソーム系による分解制御を受けているこ
とが明らかになり、E3 ユビキチンリガーゼの
DREB2A 結合タンパク質(DRIP)が単離された
[5]。DRIP が DREB2A 以外に発生に関与するタ
ンパク質も標的としていること、DREB2A が活
性化されるようなストレス条件下でも
DREB2A は分解されていることが示唆された
ことから、分解制御とは別にストレスシグナ
ルを受けた活性化プロセスが存在する可能
性が考えられる。 
 DREB2A タンパク質には負の活性調節領域
(NRD)が存在し、この領域を欠失させると、
DREB2A は構成的に高い活性を示すようにな
ることから、NRD は非ストレス条件下で
DREB2A を不活性化するのに必要な領域であ
ると考えられる[3]。NRD は半減期の短いタン
パク質に含まれる PEST 配列としての要件を
満たしており、少なくとも DREB2A の安定性
を低くしていることが明らかになっている
[3]。一方、NRD による不安定化および負の活
性調節能は、ストレスシグナルにより制限さ
れると予想されるが、その機構は明らかにな
っていない。しかしながら、このようなタン
パク質レベルでの活性制御は、環境変化に対
する、素早く適切な応答に寄与すると考えら
れ、また、その理解は、植物のストレスシグ
ナル伝達の最上流過程の解明につながると
期待される。 
 
２．研究の目的 
以上のような背景から、本研究では DREB2A

の翻訳後の活性調節機構を明らかにするた
めに、DREB2A タンパク質の蓄積レベルと活性
の関係を明らかにすること、また、翻訳後修
飾の可能性を考え、NRD による負の活性調節
に必要なアミノ酸配列の要件を決定するこ
とを目的とした。 
 

３．研究の方法 
(1) 細胞内における DREB2A タンパク質のレ
ベルを調べるため、大腸菌で発現させた
DREB2A のタンパク質断片を抗原として抗血
清を取得し、抗原を用いて特異的抗体をアフ
ィニティ精製した。用いた断片は、相同遺伝
子との相同性が低いカルボキシル末端側の
領域に相当する。これらの抗体を用いて、野
生型および、DREB2A 遺伝子を構成的に発現す
る形質転換体のシロイヌナズナにおける、ス
トレス条件下での DREB2A タンパク質蓄積量
の解析を行った。また、シロイヌナズナの葉
肉から調製したプロトプラストにおいて
DREB2A を一過的に発現させたうえで、ストレ
ス処理を行い、DREB2A タンパク質の蓄積量の
変化および、それに伴うレポーター活性の変
化を調べた。 
 
(2) DREB2Aタンパク質の機能上重要な配列を
調べるため、他の植物由来の DREB2A 相同タ
ンパク質（DREB2 型転写因子）との配列の比
較を行った。まず、これまでにデータベース
に登録されている DREB2型転写因子の配列を
比較し、共通配列を見出した。次に、ゲノム
配列が明らかになっている 25 種の植物（被
子植物 21 種、シダ植物 1種、コケ植物 1種、
緑藻 2 種）において存在が予測されている
AP2/ERF 型転写因子の配列をすべて取得して
分子系統解析を行い、DREB2 型転写因子を抽
出した。さらに、DREB2 型転写因子をコード
している EST 配列も収集した。これらの配列
から NRD 様の配列を持っている群を抽出し、
NRD 様配列の比較を行った。 
 
(3) 上記の分子系統解析の結果の妥当性を、
イネおよびダイズにおける DREB2 型転写因子
の発現解析および転写活性の測定から検証
した。また、シロイヌナズナにおいて DREB2A
と最も配列の相同性が高いが、NRD の配列が
一部違っているタンパク質である DREB2B に
着目し、NRD の安定性制御および活性制御に
関する機能の比較を行った。 
 
(4) NRD 様配列の比較解析結果をもとに、NRD
に含まれるアミノ酸配列の一部を欠失また
は置換させた変異型 DREB2A の活性を測定し、
NRD において重要なアミノ酸配列の推定を行
った。 
 
４．研究成果 
(1) 大腸菌で発現させた組換え DREB2A タン
パク質を抗原として抗 DREB2A 抗体を作製し、
シロイヌナズナの植物体で発現している内
生の DREB2A タンパク質、葉肉プロトプラス
トで一過的発現させた DREB2A タンパク質を
検出する系を確立した。DREB タンパク質は細
胞内での存在量が少なく、これまでに DREB2A



 

 

をはじめとする内生の DREB 転写因子を検出
できる抗体は報告されていなかったが、この
抗体を使うことで、植物体内での DREB2A タ
ンパク質の動態を直接調べることができる
ようになった。 
野生型のシロイヌナズナでは、高温あるい

は乾燥ストレスにより DREB2A タンパク質が
蓄積することが確認され、その蓄積量は高温
ストレスにおいて著しく多かった。DREB2A は
乾燥ストレス時には、高温時とは異なるター
ゲット遺伝子の発現を活性化するので[4]、
乾燥ストレスと高温ストレスでは、DREB2A の
活性発現機構が違っていることが示唆され
るが、このような蓄積パターンの違いは、こ
のことを支持している。 
また、DREB2A を一過的に発現しているプロ

トプラストに対し、培地の温度あるいは浸透
圧を上げる処理を行ったところ、一過的に
DREB2A タンパク質の蓄積量が上昇した。この
ことは、DREB2A タンパク質の安定性が高温あ
るいは浸透圧ショックにより、一過的に向上
することを示唆している。高温ショックや浸
透圧ショックを加えた時の DREB2A タンパク
質の蓄積量はプロテアソーム阻害剤 MG132を
作用させた場合に匹敵していたので、これら
のストレス条件下では、DREB2A タンパク質の
プロテアソームによる選択的分解が、ほぼ完
全に停止しているのではないかと考えられ
た。以上の解析については、学会発表⑩、⑫
で発表している。 

DREB2A が蓄積するような条件下で、DREB2A
の活性化が起きているか調べるために、
DREB2Aの結合配列であるDREを持つプロモー
ターにレポーター遺伝子をつなぎ、プロトプ
ラストに DREB2A と同時に導入して、ストレ
ス処理後、レポーター活性を測定した。その
結果、レポーター活性はストレスの有無にか
かわらず、変化しなかったので、DREB2A の安
定化と活性化は同じ現象ではないことが示
唆された。 
ストレスシグナルによる DREB2A タンパク

質の安定化を植物体で確認するため、DREB2A
遺伝子を恒常的に発現する形質転換シロイ
ヌナズナに高温あるいは乾燥処理を行った
ところ、いずれのストレス処理によっても
DREB2A タンパク質の蓄積量が高まったこと
から、植物体内においても、ストレス処理に
より DREB2A タンパク質の安定性が向上する
ことが確かめられた（学会発表②、④、⑧）。 
 
(2) これまでにデータベースに cDNA 配列が
登録されている DREB2型転写因子の配列を収
集して比較解析を行い、AP2/ERF 型 DNA 結合
ド メ イ ン の 直 前 に 共 通 の 保 存 配 列
（Conserved domain 2, CD2）を見出した。 
さらに、25 種類の植物のゲノムデータベー

スから AP2/ERF型転写因子の予測配列を取得

し、CD2 を持っていることを基準に DREB2 型
転写因子を抽出した。その結果、DREB2 型転
写因子は、緑藻には存在しないが、祖先的な
コケ植物で既に獲得されていたことが示さ
れた（文献①）。DREB2 型転写因子はさらに 4
つのサブタイプに分けられ、全ゲノム配列が
明らかになっている被子植物はすべて、4 つ
のサブタイプの遺伝子を持っていることが
明らかになった。DREB2A が属するサブタイプ
（サブタイプ 1）のメンバーは、CD2 のさら
にアミノ末端側にもう 1 つの保存配列
(Conserved domain 1, CD1)、さらに DNA 結
合ドメインのカルボキシル末端側に 2か所の
保存配列を持っていることが見出され、この
うち 1か所は、DREB2A の NRD に類似した配列
であった。 
 
(3) シロイヌナズナにおいては、4 つのサブ
タイプのうち、サブタイプ 1の DREB2 型転写
因子がストレス条件下で誘導され、ストレス
応答に関与している。他の植物でもサブタイ
プ 1の DREB2 型転写因子がストレス応答に関
係していることを、イネにおける DREB2 型転
写因子の網羅的な解析によって確認した（文
献④、学会発表⑦、⑪、⑬）。イネには、6個
の DREB2 型転写因子が存在する。これらのう
ち、サブタイプ 1 に属する OsDREB2A と
OsDREB2B のみが、浸透圧、高温ストレスに対
して顕著な誘導性を示した。さらに、
OsDREB2B はカルボキシル末端側の保存配列
を両方保持しており、典型的なサブタイプ 1
の DREB2 型転写因子だと考えられた。
OsDREB2B は、プロトプラスト一過的発現系に
おいて、シス配列 DRE を介してレポーターの
発現を活性化した。また、OsDREB2B を導入し
た形質転換シロイヌナズナでは、乾燥や高温
に応答する遺伝子の発現が上昇し、これらの
ストレスに対する耐性が向上していた。 
また、ダイズにおいても、ストレス処理した
植物における DREB2 型転写因子の誘導性を、
所属する研究グループにおけるマイクロア
レイの結果[6]を用いて調べたところ、サブ
タイプ 1 に属する GmDREB2A;1、GmDREB2A;2、
GmDREB2D;1、GmDREB2D;2 が高い誘導性を示す
ことが明らかになった（学会発表③、⑨）。
GmDREB2A;1、GmDREB2A;2 も、カルボキシル末
端側の保存配列を両方保持している、典型的
なサブタイプ 1 の DREB2 型転写因子である。
さらに、これまでに単離されたストレス誘導
性の DREB2 型転写因子はすべてサブタイプ 1
に属していた。以上の比較解析から、NRD 様
配列を含む典型的なサブタイプ 1のメンバー
が、DREB2 型転写因子の中でもストレス応答
に強く関与している因子であると考えられ
た。 
 
(4) 以上の結果を踏まえ、EST 等にコードさ



 

 

れる予測配列も含めて DREB2A と同じサブタ
イプ 1に属する DREB2 型転写因子の配列をさ
らに大規模に収集し、NRD に類似した配列の
特徴を解析した。その結果、セリン・トレオ
ニンのクラスターを中心とした、親水性が高
い配列構造が保存されていた。 

DREB2A において、セリン・トレオニンのク
ラスターを含む領域は NRDのアミノ末端側に
相当する。この領域だけを欠失させた DREB2A
は、一過的発現系で DREB2A CA と同等の活性
を示したことから、このセリン・トレオニン
クラスターは、NRD の中核領域として機能す
ることが示唆された。シロイヌナズナにおい
て DREB2A と最も相同性が高いタンパク質で
ある DREB2B についても、同様な実験を行い、
セリン・トレオニンクラスターを含む領域が
NRD の中核領域として機能することを確認し
た。 
セリン・トレオニン残基は、リン酸化の基

質となり、翻訳後調節に関与するケースがあ
り、その場合、これらの残基をアラニン、ア
スパラギン酸に置換することで、それぞれ構
成的非リン酸化型、構成的リン酸化型を偽装
できることがある。そこで、DREB2A の NRD に
存在する様々な残基について、アラニンある
いはアスパラギン酸への置換を施した。その
結果、特定のセリン・トレオニン残基の変異
が活性に大きな影響を及ぼすことはなかっ
たが、いずれのアミノ酸置換も、負の活性調
節能を弱くする傾向が認められた。その効果
は、セリン、トレオニン＞親水性残基＞疎水
性残基の順に大きく、アラニンへの置換の方
が、アスパラギン酸への置換に比べて効果が
大きかった。以上の解析から、DREB2A の NRD
による翻訳後調節においては、セリン、トレ
オニンのクラスターが重要な機能を担って
いるが、少なくとも単純なリン酸化だけで制
御されているのではないという可能性が考
えられた。一方、高い親水性は PEST 配列の
成立要件の一つであることから、PEST 配列と
して DREB2A タンパク質を不安定化すること
が NRD の重要な作用の一つであることが裏付
けられた。以上の解析については、学会発表
⑤、⑥、⑭で発表した。セリン・トレオニン
が重要であることは、翻訳後修飾による活性
調節の可能性を示唆しており、今後はこの可
能性を追求していく計画である。 
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